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LIMA, M. C. C. Uso do DNA barcode na identificacdo de ovos de peixes nos tributérios
da UHE Capivara, bacia do rio Paranapanema. 2018. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londriona, Londrina, 2018.

RESUMO

A construcgdo de barramentos e a estocagem de agua sdo os principais fatores que promovem a
perda da biodiversidade de peixes em ecossistemas aquaticos continentais. Os barramentos
influenciam a reproducdo das espécies de peixes ali presentes, consequentemente interferindo
na composi¢do da ictiofauna. Portanto, identificar quais espécies completam seu processo de
recrutamento em ambientes alterados é imprescindivel para tracar medidas de conservagdo
eficazes. A analise da composicdo e abundancia de ovos e larvas de peixes traz informac6es
sobre o sucesso de permanéncia das espécies por meio da reproducdo em razéo dos distlrbios
causados por barramentos. Contudo, a classificacdo de diferentes fases de desenvolvimento é
complexa, uma vez que muitas das caracteristicas que distinguem as espécies ainda ndo estdo
desenvolvidas nas fases iniciais dos organismos. Desta forma, a ferramenta DNA barcode
vem sendo utilizada para identificar e classificar espécies mesmo nas fases iniciais do
desenvolvimento. O rio Paranapanema possui ao longo de sua calha principal 11 Usinas
hidrelétricas, a maior ¢ a UHE Capivara, que possui como maiores tributarios os rios Tibagi e
Cinzas. Estudos de identificacdo de ictioplancton no rio Paranapanema apontam uma grande
diversidade para esses tributarios. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo
identificar, por meio da utilizacdo da técnica de DNA barcode, ovos capturados nos
tributarios, rio das Cinzas e Tibagi. Das 928 sequéncias analisadas, 99,78% foram
indentificadas a nivel especifico quando confrontadas com o banco de dados Boldsystems®.
Resultando em 25 espécies, 11 familias e 2 ordens. Das 25 espécies encontradas, mais da
metade (60%) possuem habito de deslocamento reprodutivo, indicando que os afluentes desse
reservatorio estdo sendo utilizados como rota migratoria por estas espécies. Além disso, foram
encontrados ovos de espécies raras para 0 médio Paranapanema tais como, Pseudoplatystoma
corruscans e Piaractus mesopotamicus e ovos da espécie ameacada de extingdo
Pseudopimelodus mangurus, indicando estes tributarios como area de desova para estas
espécies. Os resultados deste estudo demonstraram, a importancia da identificacdo de ovos de
peixes em ambientes influenciados por reservatdrios para reconhecer as areas de reproducao
de espécies nativas e ameacadas, bem como a importancia dos rios Tibagi e Cinzas para a
manutencdo de espécies nativas do rio Paranapanema

Palavras-chave: Alto rio Parana. Reservatorios. Conservacdo. Agua doce. Neotropical.
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LIMA, M. C. C. Use of DNA barcode in the identification of fish eggs in the tributaries of
the Capivara HPP, Paranapanema River basin. 2018. 64 pp. Dissertation (Master in
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The construction of dams and the water storage are the main factors that promote the loss of
fish biodiversity in continental aquatic ecosystems. The dams influence a reproduction of the
fish species, consequently interfering in the composition of the local ichthyofauna. However,
identifying which species complete recruitment in altered environments is fundamental to
devise effective conservation measures. The analysis of the composition and abundance of
eggs and fish larvae presents information on the success of the species' permanence through
reproduction due to the disturbances caused by dams. However, the classification of different
stages of development is complex, since many of the characteristics that distinguish species
have not been developed in the early stages of organisms. In this way, DNA barcode tool has
been used to identify and classify species even in the early stages of development. The
Paranapanema River has 11 hydroelectric plants along its main channel, the largest is the
Capivara HPP, which has the Tibagi and Cinzas Rivers as the major tributaries. Studies of the
identification of ichthyoplankton in the Paranapanema River point to a great diversity for
these tributaries. In this context, the present study aimed to identify, using DNA barcode
technique, eggs captured in tributaries, Rivers Cinzas and Tibagi. Of the 928 sequences
analyzed, 99.78% were identified at a specific level when confronted with the Boldsystems®
database. Resulting in 25 species, 11 families and 2 orders. Of the 25 species found, more
than half (60%) have habit of reproductive displacement, indicating that the tributaries of this
reservoir are being used as a migratory route by these species. In addition, eggs of rare species
for the medium Paranapanema were found, such as Pseudoplatystoma corruscans and
Piaractus mesopotamicus and eggs of the endangered species Pseudopimelodus mangurus,
indicating these tributaries as a spawning area for these species. The results of this study
demonstrated the importance of the identification of fish eggs in environments influenced by
reservoirs to recognize the breeding areas of native and endangered species, as well as the
importance of the Tibagi and Cinzas rivers for the maintenance of native species of the
Paranapanema River

Key words: Upper Parana River; Reservoirs; Conservation, Freshwater; Neotropical
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 REGIAO NEOTROPICAL E ICTIOFAUNA

Os peixes constituem o grupo mais diversificado entre os vertebrados (LOWE-
McCONNELL, 1999; REIS; KULLANDER; FERRARI, 2003) Segundo Nelson (2016) das
60.000 espécies de vertebrados do Mundo, mais da metade (32.000) sdo de peixes. Na revisdo
taxonémica mais recente realizada por Nelson, 2016 foram reconhecidas 85 ordens e 536
familias de peixes, sendo que cerca de dois tercos de todas as espécies nas maiores familias
sdo peixes de &gua doce. Os habitats de agua doce compreendem apenas uma pequena
proporcdo das aguas superficiais da Terra, mas contém um numero desproporcionalmente
elevado de espécies de peixes do mundo (NELSON, 2016). Segundo Lévéque et al. (2008), &
estimado 13.000 espécies de peixes de dgua doce para o planeta.

A regido Neotropical abrange uma das maiores concentracdes de diversidade bioldgica
da Terra (REIS; KULLANDER; FERRARI, 2003; AGOSTINHO & GOMES 2005;
LEVEQUE et al., 2008; ALBERT & REIS, 2011). As espécies dessa regido apresentam
fantéstica heterogeneidade de formas e historias de vida (AGOSTINHO, GOMES,
PELICICE, 2007) bem como apresentam altas taxas de endemismos para vertebrados,
principalmente representadas por peixes (BALIAN et al., 2008). Muitos fatores podem ter
influenciado o delineamento desta regido como uma das mais diversas do mundo, como a
grande area geogréafica disponivel e sua correlacdo positiva com o aumento de diversidade
(MACARTHUR E WILSON, 1967) e ampla disponibilidade de energia e clima (WRIGHT,
1983).

Estima-se que cerca de 70% da ictiofauna continental seja exclusivamente restrita a
regido Neotropical (LEVEQUE et al., 2008). Embora muitas de suas espécies ainda nao
tenham sido descritas, estimativas apontam para a existéncia de cerca de 6.000 espécies de
peixes, distribuidas em 71 familias diferentes (REIS; KULLANDER; FERRARI, 2003;
LEVEQUE et al., 2008). Contudo, este nimero ainda sofrera acréscimos & medida que novas
bacias ainda ndo inventariadas forem investigadas, uma vez que Schaefer (1998) estimou uma
riqueza de 8.000 espécies para esta regido. Tais espécies constituem uma ictiofauna bastante
diversificada, a qual se distribui ao longo das Américas do Sul e Central, englobando
drenagens desde o sul do México até o estuario do rio da Prata, ao norte da Argentina (REIS;
KULLANDER; FERRARI, 2003; ALBERT & REIS, 2011). A maior parte da ictiofauna de
agua doce Neotropical esta distribuida em cinco grupos dominantes: Characiformes com cerca

de 1.500 espécies descritas, Siluriformes com pelo menos 1.400 espécies conhecidas,
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Perciformes com cerca de 450 espécies, Cyprinodontiformes com cerca de 400 espécies e
Gymnotiformes com cerca de 180 espécies (LEVEQUE et al., 2008). Entre as espécies
vélidas, a maior diversidade é representada pela familia Characidae, seguida pela familia
Loricaridae e Cichlidae, respectivamente (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003).

A maior parte da regido Neotropical é composta por territérios da América do Sul. Tal
continente possui uma hidrografia extremamente rica, apresentando os sistemas Amazonas-
Orinoco e Parana-Paraguai com as maiores regifes hidrogeogréficas (ALBERT & REIS,
2011). Grande parte de ambas as bacias estdo presentes em territorio brasileiro, fazendo com
que o Brasil seja 0 pais detentor da mais extensa rede hidrografica do mundo, contribuindo
com uma grande parcela desta biodiversidade, exibindo cerca de 2.500 espécies de peixes
(GRACA & PAVANELLLI, 2007).

Contudo nenhum rio brasileiro teve sua fauna completamente identificada. Os
primeiros inventarios no alto rio Parana, por exemplo, iniciaram-se ha menos de 25 anos, e a
maioria dos 130 reservatérios com barragens de altura superior a 10m, existentes na bacia, ja
estavam construidos (AGOSTINHO, GOMES, PELICICE, 2007). Apesar de muitas espécies
ainda ndo estarem descritas, as alteragdes promovidas em ambientes aquaticos continentais
nas Ultimas décadas (principalmente com a introducdo de espécies exoticas, construcdo de
barragens e poluicdo) vém ameacando a perpetuacdo de populacfes naturais. Para efetivar a
sua conservacao, o valor da ictiofauna precisa ser rapidamente melhor apreciado, em termos
econémicos, cientificos e ecologicos (AGOSTINHO, GOMES, PELICICE, 2007).

1.2 IMPACTOS DOS BARRAMENTOS HIDRELETRICOS

Embora sejam muito diversos, os ecossistemas de agua doce estdo entre 0os ambientes
naturais mais ameacados (DUDGEON et al., 2006; STRAYER & DUDGEON, 2010). As
principais ameacas apontadas por diversos autores sdo: poluicdo, destruicdo e degradacdo do
habitat, sobre-exploracdo, alteracdo no fluxo natural da &gua, construcdo de barramentos,
controle de cheias, pesca e introducdo de espécies exdticas (VRIJENHOEK, 1998;
AGOSTINHO & GOMES 2005; DUDGEON et al., 2006; LEVEQUE et al., 2008; GEIST,
2011); Essas ameacas citadas anteriormente variam consideravelmente em numero e
importancia de acordo com as diferentes regides do Brasil, a densidade populacional humana,
0 uso do solo e as caracteristicas socioeconémicas predominantes (AGOSTINHO & GOMES
2005; AGOSTINHO et al., 2007).
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A maioria das Usinas Hidrelétricas localizam-se principalmente nas regides sul e
sudeste, onde estdo localizadas duas grandes bacias: a bacia do Parand e a bacia do S&o
Francisco, que possuem boa parte do seu potencial hidrelétrico ja utilizado, 72% e 58%
respectivamente (ANEEL, 2008). A bacia do rio Parana localiza-se na regido mais populosa
do pais, e é responsavel pela producdo de 70% da hidroeletricidade no Brasil (AGOSTINHO,
PELICICE, GOMES, 2008).

A implantacdo destas usinas causa alteragdes de modo profundo e definitivo na
dindmica da agua, passando de um estado I6tico para uma condigdo léntica ou semi-Iéntica,
determinando consideraveis modificacfes nas comunidades bioticas localizadas em suas areas
de influéncia (AGOSTINHO et al., 1992; AGOSTINHO, GOMES, PELICICE, 2007). Deste
modo, mudancas drasticas ocorrem tanto & montante quanto a jusante do barramento,
influenciadas principalmente pelas perdas de conectividade, diminuigéo da disponibilidade de
habitats e alteracdes no regime de descarga dos rios, desencadeando mudancas drésticas sobre
as populacdes de peixes (AGOSTINHO et al., 2004).

No caso particular da ictiofauna, impactos de barramentos podem ser compreendidos
de modo mais amplo quando se considera suas dimensdes espaciais e temporais
(AGOSTINHO et al., 1992; NILSSON et al., 2005). Dentre as dimensdes espaciais pode-se
destacar: alteracdes no fluxo e na qualidade da dgua que € liberada a jusante; alteracfes nas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dentro do reservatério; e alteracbes a montante
como o confinamento seletivo de algumas espécies em trechos da area de distribuicéo original
e a propagacao de outras espécies a partir do ambiente represado (AGOSTINHO et al., 1992).
Considerando a area alagada, ou seja, no corpo do reservatorio, algumas espécies sdo
incapazes de sobreviver, devido, principalmente, a temperatura da agua e/ou oxigénio
dissolvido, baixa diversidade de habitats, baixo fluxo de agua, locais de desovas
inapropriados, falta de presas suficientes para um estagio particular do ciclo de vida, ou falta
de reflgio para as presas (AGOSTINHO & GOMES 2005; AGOSTINHO, GOMES,
PELICICE, 2007). Nestas situacGes é esperada uma reducdo da riqueza de espécies e da
diversidade de peixes na zona lacustre, principalmente porque algumas espécies, menos
adaptadas a tais ambientes, sdo localmente eliminadas, enquanto que aquelas mais adaptadas
aos ambientes lacustres se tornam dominantes e numerosas (AGOSTINHO et al., 2008).
Além disto, impactos adicionais também podem ocorrer pela introducdo de espécies nao
nativas. Estas espécies comumente sdo adaptadas aos ambientes lacustres e estabelecem
grandes populacdes, causando pressdes adicionais sobre a ictiofauna remanescente (POFF et
al., 1997; AGOSTINHO, GOMES, PELICICE, 2007; PELICICE e AGOSTINHO, 2009).
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A inundagdo do reservatério também pode eliminar importantes barreiras geogréficas
entre diferentes comunidades ictiofaunisticas, promovendo subsequentes introducbes em
trechos & montante do represamento, como observado para diversas espécies que foram
introduzidas nos trechos altos da bacia do rio Parand apds a inundacdo do Salto de Sete
Quedas (Quedas de Guaira) (AGOSTINHO et al., 1992; LANGEANI et al., 2007; JULIO Jr
et al., 2009).

Grandes impactos sobre as assembleias de peixes ocorrem também devido as
mudancas no fluxo a jusante, dentre estas, principalmente a perda substancial de &reas
alagadas, ambientes fundamentais para a reproducdo de varias espécies, fornecendo alimento,
abrigo e protecdo para juvenis; e a origem de condigdes hidrolégicas inviaveis para a
manutencdo das fases iniciais de muitas espécies de peixes (PONTON & VAUCHEL, 1998).
Além disto, abaixo dos barramentos também podem ocorrer: aumento da transparéncia das
aguas, contribuindo para o aumento da predagéo durante o periodo reprodutivo; o controle da
vazdo, fator que pode desencadear desovas fora da época adequada; a saturagdo gasosa de
areas adjacentes a barragem; a mortandade de peixes em turbinas e vertedouros; o aumento da
predacdo proximo ao obstaculo; e a morte em massa devido a exposicdo do leito do rio
durante a formacédo do lago (AGOSTINHO et al., 1992).

Dentre as varias alteragdes causadas pela implantacdo de barramentos o préprio
barramento ja se destaca como um dos maiores impactos, pois impede 0s movimentos que
ocorriam naturalmente ao longo do fluxo, incluindo o deslocamento ascendente de peixes
migradores e a dispersdo descendente de ovos e juvenis e somando a isto, estas construcoes
levam perda de héabitats propicios a reproducdo e fragmentacdo populacional (HILSDORF &
PETRERE Jr, 2002). As espécies migradoras geralmente necessitam de trechos livres para
alcancar suas areas de desova rio acima, 0s quais estdo tanto na calha principal quanto em
tributarios de uma bacia. Contudo, a presenca de barramentos acaba interrompendo a
dispersdo natural destas espécies, interferindo na reproducéo e eliminando importantes rotas
migratorias (HILSDORF & PETRERE Jr, 2002). Consequentemente, o obstaculo também se
torna uma grande ameaca ao fluxo génico e a diversidade genética dentro e entre as
populacdes naturais (PETRERE Jr, 1996; VRIJENHOEK, 1998; AGOSTINHO & GOMES
2005). Segundo Antonio et al. (2007), se as rotas migratorias de peixes que utilizam a calha
principal forem interrompidas, tributarios que apresentam trechos livres de barragens e
condigdes loticas podem servir como rotas alternativas, desempenhando importantes fungdes

na manutencdo da biodiversidade regional.
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1.3 ALTO RI0 PARANA, R10 PARANAPANEMA E TRIBUTARIOS

O Brasil ¢ privilegiado por uma grande rede de cursos d’agua, detendo as
maiores redes hidrograficas do mundo e, consequentemente, as maiores da regido
Neotropical, sendo a bacia Amazonica a primeira em termos de area de drenagem, seguida
pela bacia do rio Parana (STEVAUX; SOUZA-FILHO; JABUR, 1997). Esta Gltima, drena
uma area de 4.695 km2 de extensdo (AGOSTINHO et al., 1995), ocupando a maior parte do
centro-sul do continente sul-americano. Além do rio Parana, este sistema também engloba
outras importantes bacias hidrograficas Neotropicais, tais como o rio Uruguai e 0 rio
Paraguai, cobrindo territérios do Brasil, Paraguai e Argentina (LOWE-McCONNELL, 1999;
AGOSTINHO, GOMES, PELICICE, 2007). Drenagens desta bacia geralmente seguem o0s
padrdes de rios de planalto, exibindo uma inclinacdo média de 0,8 m por km, diminuindo na
por¢do média para 0,3 m por km (AGOSTINHO et al., 2007a). Este fato acabou contribuindo
para que a bacia do rio Parana fosse transformada na maior fonte de geracdo de energia
hidroelétrica do Brasil, apresentando uma grande quantidade de barramentos distribuidos ao
longo do canal principal e dos principais afluentes, principalmente nas partes média e alta da
bacia. Considerando o setor energético, o sistema alto rio Parana abriga a maior parte dos
empreendimentos hidrelétricos que abastecem o Brasil, fornecendo cerca de 70% da energia
elétrica produzida no pais (AGOSTINHO et al., 2007a). A maioria dos grandes afluentes
localizados nesta bacia, incluindo os rios Paranaiba, Grande, Tieté e Paranapanema, e o canal
principal do rio Parana, foram transformados em sistemas de cascatas de reservatérios, com
varios barramentos consecutivos (AGOSTINHO et al., 2008)

Ao todo, o alto rio Parand drena aproximadamente 900.000 km2, incluindo uma
pequena parte do territério paraguaio, na divisa com o Mato Grosso do Sul. No territério
brasileiro, esta bacia esta presente no estado do Parand, sul do Mato Grosso do Sul, na maior
parte do estado de Sdo Paulo, sul do estado de Minas Gerais e sul do estado de Goias
(AGOSTINHO; JULIO Jr, 1999; CASTRO et al., 2003). No Parana, se estende até montante
da cidade de Guaira, antiga Sete Quedas, hoje submersa pelo reservatério de Itaipu
(AGOSTINHO; GOMES; PELICICE, 2007).

Esta bacia é constituida por oito sub-bacias: Paranaiba, Grande, Tieté, Peixe, Pardo,
Paranapanema, lguagu, Alto Paraguai (ITAIPU — BINACIONAL, 2016), sendo a bacia mais
investigada em se tratando de peixes de agua doce brasileiros (AGOSTINHO; GOMES;

PELICICE, 2007). No entanto, mesmo em regides tdo bem estudadas como o sistema do Alto
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rio Parana ainda existem lacunas de localidades que carecem de inventérios ictiofaunisticos
(GALVES, SHIBATTA, JEREP, 2009). Para esta bacia, foi identificado um total de 310
espécies diferentes, distribuidas em 11 ordens e 38 familias. A maior riqueza é registrada para
as ordens Siluriformes e Characiformes, correspondentes a cerca de 80% das espécies
encontradas (LANGEANI et al., 2007). Estas espécies correspondem aos grupos dominantes
na maior parte dos ambientes l6ticos do alto rio Parand. Contudo, nos ambientes Iénticos,
principalmente nos lagos artificiais formados pelos barramentos, tem sido registrado um
aumento consideravel da abundancia de populacdes de espécies exoticas ou aldctones
(LOWE-MCcCONNELL, 1999; LANGEANI et al., 2007).

Os rios Paranapanema, Iguacu e Tieté destacam-se como afluentes de grande porte do
rio Parand. O rio Paranapanema faz parte do sistema do Alto rio Parand, com nascente na
serra de Paranapiacaba (Estado de S&o Paulo), percorrendo aproximadamente 930 km até
desaguar no rio Parana. Em boa parte de sua extensao faz a divisa entre os estados do Parana e
S&o Paulo e tem importancia para aproveitamento hidrelétrico (DUKE-ENERGY, 2003). O
mesmo possui importantes tributarios no estado do Parand, sendo os de maior porte 0s rios
Itararé, Cinzas, Tibagi e Pirapd, enquanto que em S&o Paulo hd um unico grande tributario,
que é o rio Pardo (HOFFMANN; ORSI & SHIBATTA, 2005).

Ao longo de sua calha principal, o rio Paranapanema possui, atualmente, 11 Usinas
Hidrelétricas em funcionamento com capacidade para gerar 2.386.756 KW (BIG - ANEEL,
2008) A usina com maior capacidade de geracdo, UHE Capivara com poténcia instalada de
619 MW, teve sua construcdo iniciada em 1971 e iniciou a operacdo em 1977, com um
reservatorio de acumulagdo de 576 km?, onde armazenam-se em torno de 10,5 bilhdes de m3
de 4gua (DUKE-ENERGY, 2016). Este reservatdrio possui 100 km de comprimento e
larguras que variam de 800 a 10.000 metros. A profundidade varia de 70m proximo a
barragem até 6m a montante, proximo a barragem da UHE Canoas | (HOFFMANN; ORSI &
SHIBATTA, 2005).

O reservatorio de Capivara localiza-se entre os reservatérios de Taquarugu e Canoas |,
respectivamente a sua jusante e montante. Anteriormente a implantacdo do complexo UHE
Canoas | e Il em 1999, havia um grande trecho de rio livre de barramento, com
aproximadamente 200km que preservava caracteristicas l6ticas. Com o término da construcdo
do complexo Canoas 0s Unicos trechos l6ticos da represa de Capivara restringiam-se aos seus
principais tributarios: os rios das Cinzas e Tibagi (VIANNA & NOGUEIRA, 2008).

O rio Tibagi € um dos principais afluentes do rio Paranapanema, ele apresenta cerca de

550 km de extensdo, com uma area de drenagem de aproximadamente 25.239 km?2. Nasce a
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25°S e 51°W no municipio de Palmeira, e desagua em 23°S e 49°W no municipio de Primeiro
de Maio (MAACK, 2002; SHIBATTA et al., 2002). E um rio que possui a influéncia de
alguns reservatorios, mas ainda mantém a caracteristica de ser um rio l6tico (SHIBATTA et
al., 2002). Apesar da contribuicdo do rio Tibagi a manutencdo da diversidade de peixes da
regido média do rio Paranapanema muito de sua ictiofauna ainda ndo € conhecida (GALVES;
SHIBATTA,; JEREP, 2009). Um estudo para inventariar a ictiofauna foi realizado no rio
Tibagi por Shibatta, Gealh & Bennemann, (2007), onde foram encontradas um total de 123
espécies.

A bacia do rio das Cinzas possui uma extensdo de 240 km e o0s seus principais
afluentes sdo: ribeirdo Grande, ribeirdo Jaboticabal, ribeirdo Vermelho e rio Laranjinha,
também denominado “rio do Peixe” sendo o principal afluente da sua margem esquerda
(SEMA, 2010). O rio das Cinzas € o principal curso d’agua do Norte Pioneiro do Parana,
nasce na Serra de Furnas no municipio de Pirai do Sul a oeste da Escapa Devoniana e desagua
no rio Paranapanema na divisa dos municipios de Santa Mariana e Itambaraca. A importancia
da bacia do rio das Cinzas €é inferida por diversos autores que 0 apontam como possivel rota
migratoria, portanto, fundamental para a manutencéo das populacGes de diversas espécies de
peixes do médio Paranapanema (HOFFMANN, ORSI & SHIBATTA, 2005; PAULA, 2006;
LOPES et al., 2007; VIANNA & NOGUEIRA, 2008; ORSI, 2010).

Apesar da bacia do rio das Cinzas ser importante para a regido, nunca foi totalmente
inventariada e alguns trabalhos realizados documentam parcialmente sua ictiofauna.
Hoffmann, Orsi e Shibatta (2005) realizaram um levantamento da diversidade de peixes no
reservatorio de Capivara, e das 67 espécies capturadas 62 ocorriam na foz do rio das Cinzas.
Galindo (2014) realizou um levantamento ictiofaunistico em um afluente do rio das Cinzas, o
rio Laranjinha onde foram encontradas 103 espécies, distribuidas em sete ordens e 25
familias. Deste modo, pode-se imaginar que o nimero de espécies para a bacia do rio das
Cinzas ainda esta subestimado. Galves, Shibatta e Jerep (2009) chamam a atencdo para a
importancia de se conduzirem estudos complementares em areas que, eventualmente, ja
tenham sido inventariadas em algum nivel. Segundo Costa et al. (2013) para conhecer a
diversidade de peixes de uma bacia, ndo se pode limitar apenas a calha principal, deve-se
buscar informacGes em pequenos tributarios pois estes abrigam uma parte importante da

diversidade.
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1.4 ICTIOPLANCTON

O ictioplancton representa as fases iniciais do ciclo de vida dos peixes na zona
planctonica, compreendendo os ovos e larvas (SMITH; JOHNSON, 1996). A fase de ovo é
compreendida entre a fecundacdo e a eclosdo (periodo embrionéario) e a fase larval €
compreendida entre a eclosdo e a metamorfose (periodo larval) (RE, 1999).

Segundo Sars (1865) o inicio dos estudos de ovos e estados larvares dos peixes situa-
se no final do século XIX, onde foram efetuadas as primeiras investigaces sobre a pesca de
Gadus morhua e foi verificado que esta espécie possuia ovos planctonicos (apud RE, 1999).

Esses estudos tém contribuido sobremaneira para o avango da investigagdo nos
dominios da Ictiologia. Ré (1984) resume sua importancia em:

o Clarificacdo da posicédo sistematica e/ou filogenética de certas espécies ou grupos

de espécies.

o Estudos de desenvolvimento, alimentacdo, crescimento, mortalidade, transporte e

comportamento dos estados larvares dos peixes.

o Conhecimento das épocas de postura a partir do periodo de captura do

ictioplancton.

o Delimitacdo das areas frequentadas pela populacédo adulta no momento da postura

(area de postura).

o Estimativa da biomassa da populacdo adulta através da avaliacdo da abundancia e

distribuicdo do ictioplancton.

o Avaliacdo das abundancias relativas das populacdes de espécies com interesse

econdmico.

Segundo Nakatani (2001), os estudos sobre a distribuicdo e abundancia do
ictioplancton sdo de extrema importancia para determinar os periodos e locais de desova e
auxiliar na identificacdo de areas para a implementacdo de medidas de orientacdo, visando sua
preservacdo. De acordo com Nakataki et al. (1997) o estudo do ictioplancton tem se mostrado
eficiente acerca da avaliacdo do recrutamento das comunidades de peixes contudo, a maioria
das descricdes e ilustracbes de ovos, larvas e juvenis para espécies de dgua doce se encontram
dispersas na literatura, bem como existe um limitado nimero de especialistas disponiveis
(NAKATANI et al., 2001).

Os estagios iniciais de desenvolvimento dos peixes, assim como o0s adultos,
apresentam diferentes padrdes de distribuigéo, tanto espaciais quanto temporais. A estrutura

da assembleia de larvas de peixes é diretamente influenciada pelo modo, local, periodo,
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duracdo e intensidade reprodutiva dos adultos, que sé se reproduzem em condigdes
adequadas, a fim de garantir um numero suficiente de sobreviventes (BIALETZKI et al.,
2005).

A maioria dos rios de maior porte no Brasil sofre a influéncia de empreendimentos
hidrelétricos (AGOSTINHO et al., 2008). O impacto de reservatdrio pode atuar em diferentes
maneiras sobre a comunidade ictioplanctonica, podendo suprimir areas de desovas, areas de
desenvolvimento inicial (lagoas marginais, tributarios e remansos), e separar areas de desova
das areas de desenvolvimento inicial (AGOSTINHO et al., 2007; ANTONIO et al., 2007;
GOGOLA et al., 2010; POMPEU et al., 2011). Porém, na maioria dos casos, nao existem
informacdes sobre a dindmica dos ovos e larvas de peixes anteriores a construcao destas
usinas, dificultando a criacdo de agdes de manejo e conservacado nas areas apos a formacéo do
reservatorio (SOUZA, 2013).

No rio Parana estudos sobre distribuicdo e abundancia do ictioplancton tém-se
concentrado principalmente na porcdo superior (alto rio Parand) (BAUMGARTNER et al.
1997; NAKATANI et al., 1997; BIALETZKI et al.,, 2005). No entanto, estes ainda s&o
insuficientes, visto a extensdo da area e a composicdo da ictiofauna presente (DUKE
ENERGY, 2008). Baumgartner et al. (1997), ao realizarem um estudo sobre aspectos
ecoldgicos das larvas de peixes no alto rio Parand observaram que 0s maiores numeros de
captura das larvas foram em ambientes I6ticos e com mais frequéncia na superficie durante o
periodo noturno e na parte inferior durante o dia. Além disso, a maior densidade destas se
estendeu de novembro a marco e coincidiu com o periodo de reproducdo da grande maioria
das espécies na planicie de inundacdo. As maiores densidades foram associadas a
temperaturas mais elevadas, maior tempo durante o dia e aumento fluviométrico.

Bialetzki et al. (2005) avaliaram a composicdo taxonémica e a distribuicdo temporal e
espacial das larvas de peixes no rio Baia do estado do Mato Grosso do Sul e observaram que o
ictioplancton foi composto principalmente por espécies sedentarias de tamanho pequeno e
médio das ordens Perciformes, Siluriformes, Characiformes e Pleuronectiformes, tais como:
Plagioscion squamosissimus, Hipophthalmus edentatus, Hoplias aff. malabaricus,
Bryconamericus stramineus, Serrasalmus spp. e Catathyridium jenynsi. Além disso relataram
padrdes distintos de ocorréncia temporal e espacial entre as larvas das espécies. Nakatani et
al. (2005) realizaram estudo sobre a distribuicdo de larvas e juvenis em 31 reservatorio
paranaenses, e identificaram a presenca de 50 grupos taxondmicos distintos, pertencentes a

cinco ordens, onde a ordem Characiformes apresentou 0 maior nimero de taxons. Dentre
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todos o0s reservatorios, 0s pertencentes as bacias do rio Iguacu e do rio Paranapanema
apresentaram o maior nimero de grupos taxondémicos.

Contudo, poucos estudos que abordam a distribuicdo de ovos e larvas de peixes foram
realizados no rio Paranapanema. Kipper et al., (2011), ao avaliarem a composic¢ao taxonémica
da assembleia de larvas de peixes em diferentes pontos no reservatério de Rosana no rio
Paranapanema, concluiram que os taxons que tiveram maior contribuicdo na regido limnética
foram Plagioscion squamosissimus (Perciformes), Hypophthalmus edentatus, Pimelodus
maculatus (Siluriformes), Astyanax spp. e Roeboides descalvadensis (Characiformes),
enquanto na regido litoranea foram encontrados apenas Bryconamericus stramineus e
Apareiodon affinis (Characiformes). Os autores relatam que essa diferenca na composicéo de
espécies de larvas, supostamente e devido a preferéncia por habitats ou por questdes
evolutivas que envolvem as estratégias reprodutivas das especies.

Vianna e Nogueira (2008) conduziram um trabalho em pontos do rio das Cinzas e na
foz do rio Laranjinha (tributarios do rio Paranapanema), realizando coletas de ovos, larvas e
individuos juvenis, e registraram 57 espécies de peixes. Concluiram quanto as variacdes
espacial e temporal de espécies e a grande importancia deste afluente como rota alternativa
para sitios de desova e bercarios.

Devido a dificuldades de identificacdo de ovos e larvas de peixes baseados em
caracteres morfologicos, os estudos de ictioplancton de agua doce tém se restringindo a
correlacionar a distribuicdo e abundancia de ovos as variaveis ambientais como 0s niveis de
precipitacdo, concentracdo de oxigénio dissolvido, turbidez da agua, temperatura entre outros
(MATARESE et al., 2003; BIALETZKI et al., 2005; COSTA & SOUZA-CONCEICAO,
2009). A fim de identificar espécies e esclarecer incertezas levantadas durante a identificacédo
morfologica de ictioplancton, alguns trabalhos tém utilizado como ferramenta o0 DNA
barcode. Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso tanto para identificacdo de espécies de
agua doce quanto marinhas (HUBERT et al., 2008; NEIRA; KEANE; 2008; PEREIRA et al.,
2011).

1.5 DNA MITOCONDRIAL E DNA BARCODE

Os dados morfoldgicos foram, historicamente, os primeiros a serem utilizados na
identificacdo de espécies simplesmente pelo fato de serem os primeiros disponiveis aos
pesquisadores, que iniciaram a sistematizacdo do conhecimento sobre 0S seres Vivos.

(PEREIRA, 2011). A forma tradicional de identificacdo de espécies enfrenta algumas
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limitagBes, devido ao uso de caracteres, utilizados no reconhecimento das espécies, poderem
levar ao erro, devido a existéncia de espécies cripticas. Deste modo, novas metodologias s&o
necessarias para auxiliar os métodos tradicionais no conhecimento da biodiversidade
(HEBERT et al., 2003). Para isso, a biologia molecular tem se mostrado uma importante
ferramenta (PEREIRA, 2011).

O DNA mitocondrial (mtDNA), além de ser abundante, pois cada célula possui
inimeras mitocondrias, é um material de facil purificagdo em extracbes (ALLENDOREF;
LUIKART, 2007). Nos organismos que possuem mitocondrias, tal molécula é circular e de
fita dupla. Entre os vertebrados, os peixes apresentam um DNA mitocondrial que varia de
15.2 a2 19.8 kb (kilobases) (BILLINGTON; HEBERT, 1991). A anélise de DNA mitocondrial
em animais tornou-se muito popular em estudos genéticos devido a auséncia de recombinacéo
dessa molécula, altas taxas de mutacéo e disponibilidade de primers universais (FREELAND,
2005).

Uma caracteristica importante desse genoma é a heranca materna, ndo seguindo o
padrdo de herangca mendeliana. Desse modo, tornam um genoétipo ou hapldtipo mitocondrial
muito util no delineamento da genealogia materna ou mesmo filogenia materna (ARIAS &
INFANTE-MALACHIAS, 2012). O genoma mitocondrial apresenta uma alta taxa de
evolucdo quando comparado a um gene de coOpia Unica nuclear, pois possui mutacoes, cerca
de 5 a 10 vezes maior do que os genes codificadores de proteinas do DNA nuclear e as
consequéncias disto séo regides bastante variaveis, que podem ser utilizadas para diferenciar
individuos de espécies diferentes (BROWN, 1980; BROWN et al., 1982). A taxa mutacional
apresentada pelo DNAmt permite ser utilizada para inferir relagdes filogenéticas entre
populacdes ou espécies, com tempos de divergéncia relativamente recentes, entre milhares e
alguns milhdes de anos (BROWN et al., 1979).

O fato de apresentar todas as caracteristicas descritas acima torna especialmente
informativo para as questBes ao nivel de espécie, particularmente quando as relacdes
filogenéticas dizem respeito a taxons intimamente relacionados (RUBINOFF, 2006) como, 0
estudo de duas espécies pertencentes a mesma familia, ou até ao mesmo género.

O citocromo c oxidase é uma grande proteina transmembrana encontrada nha
mitocndria e altamente conservada em espécies que empregam a fosforilagdo oxidativa para
metabolismo. Ela é composta por 10 subunidades nucleares e 3 subunidades mitocondriais
conhecidas como subunidades I, 1l e Ill. O citocromo c¢ oxidase subunidade I (COI) é a
subunidade catalitica da enzima e se localiza predominantemente na crista da membrana
mitocondrial (BERMAN et al, 2000; VOET; VOET; PRATT, 2014). E de se esperar um nivel
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significativo de restricdo quanto as mudancas na forma estrutural da proteina, devido sua
natureza catalitico-estrutural, no entanto, os nucleotideos do gene que a codifica
demonstraram uma variacdo suficiente para serem diferenciados entre espéecies (WARD;
HANNER; HEBERT, 2009). Isso ocorre em razdo do cddigo genético ser degenerado, ou
seja, um mesmo aminoacido pode ser codificado por cddons de bases nucleotidicas diferentes,
permitindo que mutacbes ocorram em genes codificadores de proteinas (PIERCE, 2011).
Deste modo, o COI apresenta uma baixa divergéncia intraespecifica, no entanto demonstra
variacdo suficiente para ser distinto entre espécies (WAUGH, 2007).

Com base nisso, Hebert et al. (2003) propuseram a padroniza¢do do método por meio
do uso de um fragmento de uma Unica sequéncia génica para diferenciar todas, ou pelo menos
a vasta maioria, das espécies animais. Esta metodologia foi chamada de DNA barcode em
analogia ao sistema de identificacdo de produtos por codigos de barras. Assim, da mesma
forma que um produto é reconhecido por sua combinagdo Unica de cddigo de barras, uma
espécie seria identificada por sua combinagéo Unica e exclusiva de nucleotideos no fragmento
de aproximadamente 650pb do gene COIl. Os autores justificam a escolha desse gene devido a
ampla gama de estudos ja realizados com 0 mesmo, como: a existéncia de conjuntos robustos
de primers universais desta regido para a maioria dos filos animais; pelo fato desse gene
apresentar um aparente melhor sinal filogenético; possuir uma alta taxa de mutacdo,
aproximadamente trés vezes maior que as dos genes ribossomais 12S e 16S e; maior eficacia
na atribuicdo de individuos a categorias taxondmicas elevadas (filos, ordens), por meio da
andalise das substituicdes de aminoacidos.

A metodologia de DNA barcode vem contribuindo com a taxonomia, sistematica e
genética de populacbes (RUBINOFF, 2006; GODFRAY, 2007; HAJIBABAEI et al. 2007,
MILLER, 2007). Na taxonomia, 0 DNA barcode pode ser utilizado para identificar espécimes
atipicos e contribuir para revisdo da nomenclatura de varios grupos, assim como pode ser
utilizado como método de rotina para auxiliar na identificacdo de espécies. Na genética de
populacdes o DNA barcode pode fornecer um primeiro sinal sobre a extensdo e natureza das
divergéncias populacionais, o que facilitara os estudos comparativos da diversidade de varias
espécies (PEREIRA, 2011).

Alguns trabalhos tém mostrado a eficiéncia do DNA barcode na deteccdo de novas
espécies (HANDFIELD & HANDFIELD, 2006; SMITH et al., 2005; YASSIN, 2008). Esta
técnica também apresentou uma resolugdo ao nivel de espécies de uma ampla gama de taxons
animais, incluindo formigas, morcegos, aves, borboletas, crustaceos, peixes e aranhas
(HEBERT et al., 2004a, 2004b; BARRETT & HEBERT 2005, SMITH et al., 2005, WARD et
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al., 2005, CLARE et al., 2007, COSTA et al., 2007). Atualmente, mais de 18,792 espécies de
peixes foram codificadas com DNA barcode (Barcode of Life Database (BOLD),
www.boldsystems.org, verificado em 11 de fevereiro de 2018). No que diz respeito as
espécies de peixes, com o objetivo de facilitar a identificacdo por DNA barcode, grupos de
trabalhos estdo se unindo em prol de um banco de dados especifico, “Fish Barcoding of Life”
(www.fishbol.org), que visa estabelecer uma biblioteca com sequéncias de referéncia para o
cddigo de barras especifico de todos os peixes (WARD; HANNER; HEBERT, 2009).

Uma das grandes vantagens desta técnica é na identificacdo de espécies a partir do
ictioplancton, uma vez que a classificacdo de ovos e larvas de peixes € extremamente
complexa, devido as muitas das suas caracteristicas morfoldgicas ainda ndo estarem
desenvolvidas o suficiente para serem analisadas (PEGG et al., 2006; WARD; HANNER,;
HEBERT, 2009). Alguns trabalhos ja demonstraram a eficiéncia da técnica na identificagéo
de ictioplancton (HUBERT et al. 2008; GLEASON & BURTON, 2012; GARCIA-DAVILA
et al. 2014; GARCIA-DAVILA, et al. 2015; RODRIGUES et al. 2017). Alguns trabalhos
demonstraram uma melhor resolucéo taxonémica utilizando o DNA barcode em ovos e larvas
de peixes quando comparado com a taxonomia morfolégica tradicional, mesmo quando foram
aplicadas técnicas morfologicas refinadas (microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura) (SHAO; CHEN & wu, 2002; BECKER et al., 2015).

Hubert et al. (2015), avaliaram a eficacia do DNA barcode na identificacdo de larvas
de peixes de recife de coral e, identificaram 75% das amostras ao nivel de espécie.. Lima,
(2015) obteve resultados bastante satisfatorios empregando a técnica de DNA barcode,
podendo identificar 88,44% das amostras a nivel especifico ao estudar a variacdo espacial de
produtos reprodutivos de peixes em zonas de influéncia de reservatérios no rio Paranapanema.
Frantine-Silva et al. (2015), realizaram um estudo para identificar e classificar o ictioplancton
de afluentes e reservatorios ao longo do trecho médio do rio Paranapanema. E conseguiram
estimar 37 espécies em 27 géneros, 15 familias e quatro ordens, por meio do DNA barcode. A
similaridade para sequéncias depositadas no banco de dados foi superior a 99%,
demonstrando a eficicia da metodologia na identificacdo de peixes sul-americanos e sua
importancia na obtencdo de informacBes mais precisas e cruciais na elaboracdo de planos de
conservagdo. Azmir et al., (2017) utilizaram DNA barcode para identificacdo de larvas de
peixes em areas de manguezais da Malasia Peninsular, conseguindo identificar todas as 177
larvas a nivel especifico. Lin et al. (2016) realizaram a identificacdo de 8,933 ovos de peixe e
12.161 larvas de peixes pela técnica DNA barcode durante o verdo no Mar da China Oriental

onde conseguiram classificar 45 e 124 taxons respectivamente
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2. OBJETIVO GERAL

Devido a rica diversidade em espécies de peixes nos principais tributarios do
reservatdrio de Capivara, o presente trabalho teve como objetivo realizar a identificacdo dos
ovos coletados no rio das Cinzas e rio Tibagi com intuito de avaliar a composicdo e
abundancia do ictioplancton, e fornecer informagdes sobre quais espécies de peixes estdo se
reproduzindo nessas bacias consideradas importantes para manutencdo da biodiversidade do

rio Paranapanema.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fazer uma analise de ovos de peixes pela técnica DNA barcode no rio das Cinzas e no rio
Tibagi, que apresentaram uma maior diversidade de espécies em trabalhos anteriores
relacionados a reservatorios do rio Paranapanema

e Obter maiores informagdes sobre a estimativa da diversidade desses tributarios, sobre o

processo de recrutamento, bem como sobre locais de desova das espécies de peixes.
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CAPITULO 1: Uso do DNA barcode na identificacdo de ovos de peixes nos tributarios
da UHE Capivara, bacia do rio Paranapanema.

M. C. C. LIMA! e F.S. ALMEIDA?

Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias
Biologicas, Campus Universitario, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 Km 380, 86057-970,
Londrina-PR, Brasil.

RESUMO

A identificacdo correta do ictioplancton em areas influenciadas por reservatdrios é
imprescindivel para tracar medidas de conservacdo eficazes, uma vez que permite a deteccéo
de areas de desova e 0 monitoramento de unidades populacionais de peixes afetadas por essas
construgdes. O rio Paranapanema possui ao longo de sua calha principal 11 Usinas
Hidrelétricas, a maior destas é a UHE Capivara, que possui como maiores tributarios os rios
Tibagi e Cinzas. ldentificacdo do ictioplancton em reservatorios do rio Paranapanema
utilizando o DNA barcode observaram uma maior diversidade para o reservatorio Capivara,
bem como para seus principais tributarios. Portanto, o trabalho teve como objetivo, a
identificacdo de ovos de peixes nos rios Tibagi e Cinzas utilizando a técnica de DNA barcode
a fim de obter informagdes sobre a estimativa da diversidade, processo de recrutamento e
locais de desova. Das 928 sequéncias analisadas, 99,78% puderam ser indentificadas a nivel
especifico quando confrontadas com o banco de dados Boldsystems® demonstrando alta taxa
de sucesso para a identificacdo dos ovos, que é um estagio de dificil identificacdo por
caracteres morfologicos e que possui poucos estudos de identificacdo, principalmente no
ambiente de agua doce da regido Neotropical. As amostras resultaram em 25 espécies, 11
familias e 2 ordens. Das 25 espécies encontradas, mais da metade (60%) possuem habito de
deslocamento reprodutivo, indicando que os afluentes desse reservatdrio estdo sendo
utilizados como rota migratoria por estas espécies. Além disso, foram encontrados ovos de
espécies raras e ameacadas de extincdo para 0o medio Paranapanema, indicando estes
tributarios como area de desova para estas espécies. Os resultados deste estudo demonstraram,
a importancia da identificacdo de ovos de peixes em ambientes influenciados por
reservatorios para reconhecer as areas de reproducdo de espécies nativas e ameacadas, bem
como a importancia dos rios Tibagi e Cinzas para a manutencdo de espécies nativas do rio
Paranapanema

Palavras-chave: Alto rio Paran; Reservatorios, Conservacio, Agua doce, Neotropical.

! Autor Correspondente: Moema Cristina Costa de Lima;
E-mail: moemauenp@gmail.com
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INTRODUCAO

A bacia do rio Parana é a segunda maior em termos de area de drenagem na América
do Sul e vem sendo transformada na maior fonte de geracdo de energia hidrelétrica do Brasil
por meio da construgdo de barragens (Agostinho et al. 1995; Agostinho et al. 2002). Os
barramentos sdo uma das principais ameacas a biodiversidade em ambientes de agua doce
(Agostinho et al. 2005, Agostinho et al. 2008; Dudgeon et al. 2006), devido a incapacidade de
algumas espécies sobreviver em corpos d’agua represado, em razdo da perda de habitats
propicios para reproducdo, comprometimento da migracdo reprodutiva e fragmentacdo
populacional.

O rio Paranapanema, um dos principais afluentes do rio Parana (Duke Energy, 2003)
possui, atualmente, ao longo de sua calha principal 11 Usinas Hidrelétricas, num sistema de
reservatorios em cascata, sendo a maior a UHE Capivara (Big - Aneel, 2016). Os principais
tributarios do reservatorio de Capivara sdo os rios Tibagi e Cinzas, considerados importantes
para a manutencdo da biodiversidade da ictiofauna local. Por serem ambientes Ioticos e
semelhantes a bacia original, oferecem condic¢Ges adequadas que auxiliam na manutencdo das
espécies (Dias et al. 2004; Hoffmann, Orsi & Shibatta 2005; Agostinho et al. 2007; Lopes et
al. 2007; Vianna & Nogueira 2008; Orsi, 2010).

Estudos sobre a distribuicdo, identificacdo e abundancia do ictioplancton em
reservatorios sdo importantes para o entendimento da ecologia e da dindamica populacional
(Nakatani et al. 1997), uma vez que, se mostra eficiente na avaliacdo do recrutamento das
comunidades de peixes, jA que adicdo de novos membros a populacdo, por meio da
reproducdo, € um ponto crucial na biologia de populacdes de peixes (Nakatani et al. 2001).
No entanto, a classificacdo destes produtos reprodutivos é extremamente complexa, uma vez
que muitas das suas caracteristicas morfoldgicas ainda ndo estdo desenvolvidas o suficiente

para serem analisadas, além de ser extremamente laborioso e demandar certo tempo (Pegg et
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al. 2006; Ward et al., 2009). A tarefa € ainda mais problematica para os ovos, devido ao seu
pequeno tamanho (1 mm) e similaridade entre as espécies, deste modo, a identificagdo por
caracteres morfolégicos ndo inclui este estagio, justamente pela impossibilidade de identifica-
los na maioria dos casos (Richards, 2006)

O uso de marcadores moleculares com o intuito de discriminar corretamente as
espécies, tém sido de extrema importancia. Dentre as ferramentas moleculares, as baseadas
em DNA mitocondrial tém se destacado ao longo dos ultimos anos, especialmente a técnica
proposta por Hebert et al. (2003), conhecida como DNA barcode. Este marcador apresenta
uma baixa divergéncia intraespecifica, no entanto demonstra variagdo suficiente para ser
distinto entre espécies (Waugh, 2007).

Uma das grandes vantagens desta técnica na resolucdo de espécies a partir do
ictioplancton, é que ela pode ser aplicada a organismos em seus diferentes estagios do ciclo de
vida, incluindo ovos (Stoeckle et al. 2003). Alguns estudos ja demonstraram a eficiéncia da
técnica na identificacdo de ovos e larvas de peixes (Hubert et al. 2008; Gleason & Burton,
2012; Garcia-Davila et al. 2014; Garcia-Davila, et al. 2015; Rodrigues et al. 2017). Frantine-
Silva et al. (2015) e Lima, (2015), ao identificarem ictioplancton pela técnica DNA barcode
em reservatorios do rio Paranapanema observaram que o de Capivara apresentava a maior
diversidade de espécies quando comparado aos demais reservatorios, bem como seus
principais tributarios, rio Tibagi e Cinzas.

Devido a maior diversidade de espécies, o presente estudo visa identificar ovos de
peixes coletados em trés periodos consecutivos de piracemas no rio Tibagi e no rio das Cinzas
por meio da técnica DNA barcode, a fim de obter maiores informacdes sobre a estimativa da
diversidade desses tributarios, sobre o processo de recrutamento, bem como sobre os locais de

desova das espécies de peixe.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem de ovos

As amostragens foram realizadas em dois principais tributarios do lado esquerdo do
reservatorio de Capivara, o rio Tibagi e o rio das Cinzas durante trés periodos de piracema
(outubro de 2012 a marco de 2013, setembro de 2013 a marco de 2014 e setembro de 2014 a
mar¢o de 2015). Os pontos de estudo na bacia do rio Tibagi foram representados pelo seu
subafluente (rio Congonhas - 23°04°04,31”’S 50°51°32,56”0) e a por¢ao baixa da sua calha
principal (Jataizinho - 23°23°28,05”S 50°59°45,08”0), e os pontos na bacia do rio das Cinzas
foram a por¢ao média (23°04°32,75”S 50°21°49,70”0) e baixa da sua calha principal
(22°56°14,82”S 50°31°40,60”0). A distribuicao projetada para os trechos de amostragem
pode ser observada na Figura 1.

Em cada uma das localidades foram realizadas amostragens as 8h e as 20h. Em cada
amostragem foram realizadas trés repeti¢coes de dez minutos, duas proximas a zona litoranea e
uma direcionada para calha central do rio. Em cada repeticdo foram utilizadas duas redes
conicas de malha 0,5mm e 1,6m de comprimento, que permaneceram cerca de 20 cm abaixo
da superficie da agua até o fim do tempo de repeticdo. As amostras coletadas foram

armazenadas imediatamente em alcool 98% e posteriormente estocadas a -20°C.
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trechos de amostragem, reservatorio de Capivara (CAP), baixo rio Tibagi (BT), rio Congonhas (CO), Baixo rio

das Cinzas (BC) e médio rio das Cinzas (MC).

Triagem e Foto documentacao

Em laboratdrio foi realizada a triagem das amostras coletadas com auxilio de uma lupa

estereoscopica. Uma parcela do material total coletado foi selecionada para o estudo, onde

foram utilizados apenas ovos, de morfotipos diferentes. Para os ovos analisados, foi realizada

uma foto documentacdo onde cada ovo possui uma foto correspondendo a um ID

(identificacdo) Unico com barra de escala para referenciar o seu tamanho, sendo utilizado

como voucher para as sequencias adquiridas posteriormente (Figura 2).



141

142
143
144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

41

Figura 2. Morfotipos de ovos definidos a priori. A: ovo com espaco perivitelino reduzido (ID: 14J), B: espago
perivitelino desenvolvido (ID: 1405Ac), C: ovo com matéria organica colada (ID: 1411Ac) e D: ovo eclodido
(ID: 1427Ac).

Extracédo do DNA

Para a extracdo do DNA os ovos foram alocados em placas de 96 pogos com 150 pL
de tampédo de extracdo. Cada 150 uL de tampao de extragdo contem 20mg de Chelex100
(BIO-RAD), 0,1ug de proteinase K (Invitrogem) e 150 uL de agua ultrapura autoclavada. As
placas foram vedadas, colocadas no termociclador e mantidas a 63°C por 55 min e aquecidas
a 90°C por 5 min. O sobrenadante foi retirado e utilizado para amplificacdo. As placas foram

armazenadas com suas respectivas identificacdes em freezer a -20°C.

Amplificacéo do gene COI

A amplificacdo da regido COI foi realizada com os primers FishF1 5°-TCA ACC AAC
CAC AAA GAC ATT GGC AC -3’ e FishR1 5°- AGA CTT CTG GGT GGC CAA AGA
ATC A -3’ (Ward et al. 2005). A amplificagdo foi efetuada em volume final de 10 uL, sendo
3,6 pL de agua ultra pura, 5 pL de kit PCR Go tag® Green Master Mix (Promega), 0,2 pL de
cada primer (20 uM), 0,1 pL de DNA. O programa utilizado foi: desnaturacdo inicial de 5
min a 94°C; 35 ciclos de 94°C por 30s, 54°C por 45s e 72°C por 2 min, com extensdo final de
10 min a 72°C em termociclador MJ Research PTC-100. Os segmentos de DNA amplificados
foram corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies) e visualizados em gel

de agarose 1%.
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Purificacdo e sequenciamento

Os produtos de amplificacdo foram purificados utilizando o kit de Purificacdo de PCR
ExoSAP-IT GE Helthcare Bio-Sciences Ltd, segundo protocolo do fabricante, visando a
eliminacdo de possiveis interferentes. As amostras purificadas foram sequenciadas em reacfes
de 10 pL contendo 1 pL de tampéo BigDye (400 mM Tris-HCI pH 9.0 e 10 mM MgCI2), 2
pL de BigDye Terminator v. 3.1. Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Carls- bad, CA,
USA), 0,25 uL de primer FishF1 (20uM) e &gua para completar o volume. Os produtos das
reacOes foram sequenciados e analisados no sequenciador automéatico ABI-PRISM 3500 XL

(Applied Biosystems).

Analise dos dados

As sequéncias de COI foram obtidas somente da fita forward, com tamanho superior a
600pb e a qualidade das sequencias foi verificada por meio do aplicativo online
Electropherogram Quality Analysis (Togawa & Brigido 2003) disponivel em
(http://asparagin.cenargen. embrapa.br/phph/).

Todas as sequéncias foram submetidas ao banco de dados BOLD (Ratnasingham &
Hebert, 2007) (http://www.boldsystems.org/), a fim de verificar a correspondéncia e
similaridade das sequéncias submetidas com as armazenadas no banco de dados. As
sequéncias depositadas com as melhores correspondéncias para cada taxon (>99%),
juntamente com as sequéncias das amostras analisadas foram incorporadas as analises de
distancia genética intraespecifica e interespecifica, baseada no modelo de evolu¢do Kimura-2-
Parametros (K2P) (Kimura, 1980).

O mesmo modelo foi aplicado para a construcdo de uma arvore de distancia genética
pelo método Neighbor-Joining (NJ), visando obter uma representacdo grafica da distribuigdo

das distancias geneticas entre os tdxons. As analises de distancia e a identificacdo do segundo
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tdxon com a menor distancia interespecifica (vizinho mais préximo), bem como a arvore de
Neighbor-Joining foram realizadas por meio do programa MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013).
Correspondéncias para sequéncias depositadas no Boldsystems com similaridade >99%
determinaram espécie, aquelas de <98,9% a >94% definiram o género e similaridades

inferiores a 94% definiram a nivel de familia, baseados em Frantine-Silva et al. (2015).

RESULTADOS

Identificagdo Molecular e Distancia Genética

Com base na similaridade entre as sequéncias das amostras e as sequéncias disponiveis
no banco de dados, foi possivel identificar 926 dos 928 ovos analisados (99,78 %) a nivel de
espécie, com similaridade média > 99%. Dos 928 ovos analisados 528 foram provenientes do
tributario rio das Cinzas e 400 do rio Tibagi.

A analise de similaridade das sequéncias resultou em 2 ordens, 11 familias, 18 géneros
e 25 espécies. Dentre as 928 amostras, 274 foram distribuidas em 16 espécies da ordem
Characiformes (64%) e 654 em 9 espécies da ordem Siluriformes (36%). Apenas 2 espécimes
puderam ser discriminados apenas a nivel de familia com similaridade meédia de (91,62%),

ambas representadas pela familia Heptapteridae (Tabela 1)
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Tabela 1. Espécies identificadas a partir de ovos provenientes dos principais tributario do reservatério de Capivara. N: Ndmero de capturas; BOLD (%): Média das
similaridades para o tdxon mais préximo encontradas através do Sistema de Identificagdo Boldsystems®; D (%): Média de distancia genética dentro dos grupos; VP (%):
Vizinho mais proximo; DVP (%): Distancia para o taxon mais proximo; EP (%): Erro padréo. indices de similaridade considerados neste estudo: 99 — 100% correspondéncia
especifica; 94 — 98,9% congenérica; < 94 % correspondéncia ao nivel de familia. Taxons que ndo puderam ser identificadas com base apenas no indice de similaridade BOLD
(**) correspondéncia <94 % niveis baseados em Frantine-Silva et al. (2015).

Espécie BOLD-IDS Dt EP VP DVPEP
CHARACIFORMES
Anostomidae
Leporellus vittatus (Valenciennes, 1850) 99,95 + 0,06 0,08 £ 0,09 Apareiodon affinis 17,27 £1,85
Leporinus friderici (Bloch, 1794) 99,97 £ 0,01 0,10 + 0,05 Leporinus octofasciatus 6,69+ 1,11
Leporinus octofasciatus Steindachner, 1915 100+ 0 0,00 £ 0,00 Leporinus friderici 6,69+1,11
Leporinus striatus Kner, 1858 100+ 0 0,00 £ 0,00 Leporinus friderici 14,86 £ 1,65
Megaleporinus macrocephalus Garavello & Britski, 1988 99,92 + 0,02 0,12 £ 0,09 Megaleporinus piavussu 12,91+1,70
Megaleporinus obtusidens (Valenciennes, 1837) 99,98 + 0,02 0,04 + 0,04 Megaleporinus piavussu 4,59 +0,87
Megaleporinus piavussu Britski, Birindelii & Garavello, 2012 1000 0,00 + 0,00 Megaleporinus obtusidens 4,59 +0.87
Characidae
Astyanax lacustris (Lutken, 1875) 99,84 £ 0,11 0,39 +0,15 Astyanax schubarti 16,39 + 2,02
Astyanax schubarti Britski, 1964 99,50+ 0 0,51+0,28 Astyanax lacustris 16,39 + 2,02
Crenuchidae
Characidium zebra Eigenmann, 1909 99,82+ 0 0,18 +0,18 Leporellus vittatus 21,20+ 2,14
Curimatidae
Cyphocharax nagelii (Steindachner, 1881) 99,97 £ 0,03 0,04 + 0,04 Steindachnerina insculpita 12,93+ 1,69
Steindachnerina insculpita (Fernandez-Yépez, 1948) 1000 0,00 £ 0,00 Cyphocharax nagelii 12,93+ 1,69
Parodontidae
Apareiodon affinis (Steindachner, 1879) 99,94 +0,06 0,18 +0,12 Leporellus vittatus 17,27+ 1,85
Prochilodontidae
Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) 100+0 0,00 £ 0,00 Leporinus octofasciatus 17,05+1,85
Serrasalmidae
Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) 100+0 0,34+0,19 Megaleporinus piavussu 17,81+1,87

Triportheidae
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Triportheus nematurus (Kner, 1858) 55 1000 0,00 £ 0,00 Prochilodus lineatus 20,58 = 2,07
SILURIFORMES

Heptapteridae** 2 91,62 £ 0,09 0,17 £ 0,16 Pseudopimelodus mangurus 21,52 £2,13
Pimelodidae

Iheringichthys labrosus (Lutken, 1874) 5 99,93 + 0,04 0,09 £ 0,09 Pimelodus microstoma 6,25+ 1,02
Megalonema platanum (Gunther, 1880) 1 100+ 0 0,00 £ 0,00 Pimelodus microstoma 15,91 +1,78
Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803 374 99,990 0,16 £ 0,09 Pimelodus microstoma 6,24 £ 1,08
Pimelodus microstoma Steindachner, 1877 116 99,97 £ 0,01 0,21 £0,07 Pimelodus maculatus 6,24 £ 1,08
Pimelodus sp 73 99,99+ 0 0,02 +0,01 Pimelodus maculatus 15,7+1,74
Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz, 1829) 16 100+ 0 0,00 £ 0,00 Iheringichthys labrosus 16,18 £1,73
Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829) 16 100+ 0 0,00 £ 0,00 Sorubim lima 10,80 £1,33
Sorubim lima (Bloch & Schneider, 1801) 47 99,96 + 0,01 0,16 £ 0,10 Pseudoplatystoma corruscans 10,80 £1,33
Pseudopimelodidae

Pseudopimelodus mangurus (Valenciennes, 1835) 4 100+0 0,00 + 0,00 Pimelodus sp 19,75+ 2,00
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Das 25 espécies identificadas, 24 estdo presentes na lista das espécies documentadas
para o rio Paranapanema representando, assim, 15,48% de um total de 155 espécies. Apenas
Triportheus nematurus ndo esta documentada para o rio Paranapanema.

Os fragmentos amplificados tiveram uma média de 600pb com boa qualidade, sem
evidéncias de insercdes, delecdes ou codon de parada. As distancias baseadas em K2P
mostraram um aumento proporcional de valores de acordo com o aumento do nivel
taxondmico analisado, variando entre 0% e 0,51% (média 0,10%), para as comparacOes
intraespecifica, e entre 0,76% e 7,25% (média 5,06%) para as comparacdes congenéricas,
entre 4,63% e 7,85% (média 6,31%) para as comparacdes dentro de familia e entre 8,15% e

12,98% (média 10,57%) para as comparagdes entre ordens (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da distribuicdo de frequéncia relativa das distancias genéticas K2P intraespecificas e
interespecificas. Conjunto de dados utilizados englobam apenas sequéncias de espécimes identificados. N&o
foram considerados nos célculos de comparacdo 0s grupos com apenas um representante. Valores (%). E.P: Erro
padréo.

Comparacao Taxon Dist. Minima Dist. Média Dist. Maxima. E.P.
Dentro da espécie 25 0 0,10 0,51 0,06
Dentro do género 4 0,76 5,06 7,25 0,6

Dentro de familia 4 4,63 6,31 7,85 0,65
Dentro de ordem 2 8,15 10,57 12,98 0,82

A arvore NJ-K2P comprimida aponta baixa distancia entre as amostras identificadas
ao nivel de espécie e os vouchers retirados do BoldSystems (<1%), além de altos indices de
sustentabilidade dos ramos (Figura 3). A analise de distancia para o td&xon mais proximo
(DVP) foi realizada para mensurar a distancia entre os taxons relacionados. A menor distancia
DVP foi observada entre Megaleporinus obtusidens e Megaleporinus piavussu (D = 4,59 +

0,90) (ver tabela 1)
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Figura 3. Dendrograma representando as distancias genéticas das espécies encontradas. A distancia genética
Kimura-2-Parametros relacionada pelo método de Neighbor-Joining com 1000 pseudoréplicas através do
software MEGA v6.0. Valores de sustentabilidade dos ramos sdo apresentados ao lado dos nés em cada
bifurcacdo, valores inferiores a 70% foram ocultados. Os nomes dos grupos em italico indicam a
correspondéncia ao menor nivel taxondmico possivel, abundancia absoluta indicada entre parénteses. (*)

Espécies para as quais as sequéncias ndo estdo depositadas no BOLD.
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Abundéncia e composi¢ado taxondmica de ovos amostrados

Em relacdo aos pontos estudados, o baixo rio das Cinzas apresentou 0 maior nimero
de espécie (20), enquanto o rio Congonhas apresentou 0 menor nimero (1) (Tabela 3).

Dentro das 20 espécies encontradas para o baixo rio das Cinzas, Pimelodus maculatus
(219), Pimelodus microstoma (74), Leporinus friderici (44), Sorubim lima (32) e
Megaleporinus macrocephalus (18) foram as mais abundantes (Thaela 3).

Para as 11 espécies encontradas no rio Tibagi, Pimelodus maculatus (138), Leporinus
friderici (98), Pimelodus sp (73), Pimelodus microstoma (38) e Pinirampus pirinampu (16)
foram as mais abundantes. O rio Congonhas, apresentou apenas uma espécie sendo ela
Triportheus nematurus (23) (Tabela 3).

Quando comparado os dois tributarios estudados, a maior diversidade foi encontrada
para o rio das Cinzas com 21 espécies, 0 que representou 84% das espécies identificadas a
nivel especifico (Figura 4). Dentre as espécies capturadas, foi observada a presenca de
Pseudopimelodus mangurus, uma espécie de rara captura, categorizada como vulneravel e a

espécie  Pseudoplatystoma  corruscans  categorizada como quase ameacada.
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Tabela 3. Tabela de distribuicdo de espécies nos tributéarios do reservatorio de Capivara (dezembro de 2012 a
marco de 2015). (%) Frequéncia relativa para cada espécie (N): Frequéncia absoluta, por ponto de coleta. BC:
baixo Cinzas; MC: médio Cinzas; CO: rio Congonhas e BT: baixo Tibagi. 1 Espécie ameacada de extin¢ao
(Abilhoa & Duboc, 2004). +Espécie ndo nativa para o0 alto rio Parana (Jalio Jr et al., 2009).

UHE Capivara

Espécies
Characiformes
Anostomidae
Leporellus vittatus (Valenciennes, 1850)
Leporinus friderici (Bloch, 1794)
Leporinus octofasciatus Steindachner, 1915
Leporinus striatus Kner, 1858

Megaleporinus macrocephalus Garavello & Britski, 1988

Megaleporinus obtusidens (Valenciennes, 1837)

Megaleporinus piavussu Britski, Birindelii & Garavello, 2012

Characidae

Astyanax lacustris (Lutken, 1875)

Astyanax schubarti Britski, 1964
Crenuchidae

Characidium zebra Eigenmann, 1909
Curimatidae

Cyphocharax nagelii (Steindachner, 1881)

Steindachnerina insculpita (Fernandez-Yépez, 1948)

Parodontidae
Apareiodon affinis (Steindachner, 1879)
Prochilodontidae
Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837)
Serrasalmidae
Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887)
Triportheidae
Triportheus nematurus (Kner, 1858) ¥
Siluriformes
Heptapteridae
Heptapteridae
Pimelodidae
Iheringichthys labrosus (Lutken, 1874)
Megalonema platanum (Guinther, 1880)
Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803
Pimelodus microstoma Steindachner, 1877
Pimelodus sp.
Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz, 1829)

Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829)

Sorubim lima (Bloch & Schneider, 1801) +
Pseudopimelodidae

% N BC MC CO BT
032 3 2 1
17,7 164 44 22 98
01 1 1
022 2 1 1

1,94 18 18

0,86 8

0,22 1

053 5 5

0,1

01 1 1

0,75 7

0,1

032 3 3
01 1 1

022 2 1 1

592 55 13 15 23 4
022 2 1 1

053 5 1 4
01 1 1
40,3 374 219 17 138
125 116 74 4 38
7,87 73 73
1,7 16 16
1,7 16 16

506 47 32 15
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265 O rio Tibagi e seu subafluente (rio Congonhas) apresentaram uma menor diversidade

266  de espécies (11), representando 44% do total identificadas. Ovos de Leporellus vittatus,
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Iheringichthys labrosus, Triportheus nematurus, Pimelodus microstoma, Leporinus friderici e
Pimelodus maculatus foram encontrados tanto no rio Tibagi quanto no rio das Cinzas. Para
ambos tributarios, a abundancia e riqueza de espécies nativas e migradoras se sobrepuseram
as trés espécies ndo-nativas identificadas Triportheus nematurus, Megaleporinus
macrocephalus e Sorubim lima, as duas Ultimas encontradas apenas no rio das Cinzas. Para as
nativas destaca-se em abundancia a espécie migradora de longa distancia Pimelodus

maculatus, que soma 374 do total de ovos identificados (40,3%).

DISCUSSAO

Resolugéo do status taxondmico dos ovos de peixes

A andlise das sequéncias resultou na identificacdo a nivel especifico de 99,78% das
amostras, eficacia obtida também em outros estudos que utilizaram a mesma metodologia
para identificacdo de produtos reprodutivos de peixes (Hubert et al. 2008; Garcia-Davila et al.
2014; Becker et al. 2015; Garcia-Davila, et al. 2015; Rodrigues et al. 2017). A precisdo da
identificacdo de espécies por meio do DNA barcode depende, da presenca de sequéncias de
referéncia de alta qualidade disponiveis em bancos de dados como GenBank e BOLD (Becker
et al., 2015). Deste modo, a 6tima taxa de identificacdo de ovos a nivel de espécie no presente
trabalho é devido ao fato da bacia do alto rio Parana apresentar um grande conjunto de dados
de cddigo de barras disponivel para sua ictiofauna (Pereira et al., 2013).

Ainda em relacdo a eficiéncia do DNA barcode, cabe citar dois principais trabalhos
realizados com ictioplancton em reservatorios do rio Paranapanema. Frantine-Silva et al.
(2015), pdde identificar 99,81% das amostras analisadas comparando as sequencias de COI
das com as sequencias disponiveis no banco de dados. Do mesmo modo, Lima (2015)
também obteve resultados bastante satisfatorios empregando a técnica DNA barcode,

podendo identificar 88,44% das amostras a nivel especifico, com similaridade média acima de
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99% para sequencias depositadas no BoldSystems. Ambos trabalhos citados analisaram
ictioplancton de vérios reservatérios ao longo do rio Paranapanema com total de 536 amostras
para Frantine et al. (2015) e 961 para Lima (2015). O presente trabalho amostrou 928 ovos
apenas para 0s principais tributdrios do reservatério de Capivara, ampliando
consideravelmente a analise para este local.

Dezenove das 25 espécies identificadas nesse estudo, também foram encontradas por
de Frantine-Silva et al. (2015) e Lima (2015) para as mesmas regides estudadas. Com o
consideravel aumento de amostras para o reservatério Capivara, foi possivel observar seis
novas especies que ainda ndo haviam sido identificadas nesses trabalhos anteriores, Astyanax
schubarti, Characidium zebra, Leporellus vittatus, Leporinus striatus, Pseudopimelodus
mangurus e Steindachnerina insculpta.

Apenas duas amostras apresentaram correspondéncia inespecifica, com similaridade
média de 91,62%, sendo classificadas apenas no nivel de familia. Esta baixa similaridade
provavelmente deve estar associada a grande diversidade da regido Neotropical, onde é
normal que nem todas as espécies estejam ainda devidamente validadas e depositadas, uma
vez que comporta uma ictiofauna muito rica e diversificada, e apesar de muitas espécies ja
descritas, muitas ainda aguardam a descricéo (Reis et al. 2003; Lévéque et al. 2008).

Com excecdo destes dois individuos, as demais amostras puderam ser identificadas a
nivel especifico com alta confiabilidade, incluindo tdxons com identificacdo taxonémica
complexa como no caso do género Astyanax e da familia Anostomidae que podem facilmente
incorrer em erro quanto a identificacio mesmo em individuos adultos por métodos
taxonémicos tradicionais (Garavello & Britski, 2003; Bertaco & Garutti, 2007). Duas espécies
pertencentes ao género Astyanax: Astyanax lacustris e Astyanax schubarti e sete espécies da
familia Anostomidae: Leporellus vittatus, Leporinus friderici, Leporinus octofasciatus,

Leporinus striatus, Megaleporinus macrocephalus, Megaleporinus obtusidens e
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Megaleporinus piavussu, foram identificadas com uma correspondéncia alta para espécimes
depositados no banco de dados (> 99%) (ver tabela 1).

Em outros estudos, o DNA barcode foi utilizado com sucesso para auxiliar na
identificacdo de espécies com complexidade morfoldgica (Toffoli et al. 2008; Hebert;
Ratnasingham, & Waard, 2003). Por exemplo, Toffoli et al (2008) ao utilizarem DNA
barcode para delimitar espécies da familia Potamotrygonidae, que possui varias espécies que
sdo dificeis de delimitar, observaram que a familia passou por um processo de especiacdo

rapida e que trés das espécies compartilham amplamente os hapldtipos, sugerindo que
DNA barcode, juntamente com caracteres morfolégicos, podem auxiliar estudos
taxonomicos.

Hebert; Ratnasingham & Waard (2003) ao utilizarem DNA barcode para estudarem
divergéncias entre espécies estreitamente relacionadas em todo reino animal, observaram que
as divergéncias das sequéncias da regido COI permitiram a discriminacao dessas espécies em
todos os filos, exceto cnidaria. Deste modo, 0S autores expuseram gue esse Sucesso no
diagnostico de espécies reflete as altas taxas de mudanca de sequéncia no COI na maioria dos
grupos de animais.

O presente estudo teve como diferencial a analise de apenas amostras de ovos. Embora
a identificacdo das larvas de peixes seja dificil, a tarefa é ainda mais problematica para os
ovos, devido ao seu pequeno tamanho (1 mm) e similaridade entre as espécies (Richards,
2006), fazendo com que a identificacdo por caracteres morfoldgicos a nivel especifico ndo
inclua este estagio, justamente pela impossibilidade de identifica-los.

Diante disto, ao identificar quase 100% das amostras composta por ovos pela técnica
DNA barcode, este estudo se mostra de grande relevancia, uma vez que analises de
identificacdo de ovos de peixes ainda sdo escassos, principalmente no ambiente de agua doce
da regido Neotropical (Oliveira et al., 2008; Hermes-Silva et al., 2009; Frantine-Silva et al.,

2015), se concentrando principalmente no ambiente marinho (Shao; Chen & Wu, 2002.;
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Burghart et al. 2014; Harada et al. 2015; Hubert et al. 2015; Lin et al. 2016; Hoffmann et al.
2017; Rodrigues et al. 2017). Além disso, a identificacdo correta de ovos de peixes € crucial
para reconhecer e proteger as areas de reproducdo para espécies comercialmente importantes

bem como as ameacadas de extin¢do (Valdez-Moreno et al. 2010).

Abundancia e composi¢ao taxondmica

Diversos fatores influenciam os padrdes de distribuicdo e a estrutura da assembleia de
peixes, uma vez que cada espécie seleciona o local de desova baseado em um conjunto de
caracteristicas bidticas e abioticas, tal como: localizagdo, periodo, temperatura, duracdo e
intensidade reprodutiva dos adultos. Assim soO se reproduzem em condic¢des adequadas, a fim
de garantir um namero suficiente de sobreviventes (Bialetzki et al. 2005; Baumgartner et al.
2008). Contudo, ambientes influenciados por barramentos carecem de condi¢des ideais para
sobrevivéncia e reproducao de muitas espécies de peixes sul-americanas (Agostinho & Gomes
2005; Agostinho et al. 2008). Em estudos de identificacdo de produtos reprodutivos de peixes
pela técnica DNA barcode realizados em reservatorios do rio Paranapanema, foi observada
uma maior rigqueza de especies para o reservatorio Capivara e seus tributarios, rio Tibagi e rio
das Cinzas (Frantine-Silva et al. 2015; Lima, 2015).

Este trabalho realizou a identificacdo de 928 ovos provenientes do rio das Cinzas e rio
Tibagi durante trés periodos de piracema, e pode contribuir com seis novas espécies ainda nao
identificadas em estudos anteriores realizados por Lima (2015) e Frantine-Silva et al. (2015).
Assim, o total de espécies identificadas por DNA barcode considerando todas as analises no
rio Paranapanema corresponde a cerca de 49,03 % da riqueza de espécies documentadas para
esta regido (155) (Duke Energy, 2008).

Quando considerado apenas o reservatorio da UHE Capivara foram identificadas 52

espécies nos trabalhos de Lima (2015) e Frantine-Silva et al. (2015), de tal modo que as



369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

55

outras 6 novas especies identificadas contribuiram para um total de 58 espécies identificadas
para este reservatorio por meio da técnica de DNA barcode.

Neste estudo, foram identificados produtos reprodutivos de 25 espécies, dentre elas 15
nativas com deslocamento reprodutivo, podendo realizar pequenas migracfes, tais como:
Astyanax altiparanae (Vazzoler 1996), Leporinus friderici, Apareiodon affinis, Iheringichthys
labrosus, Steindachnerina insculpta (Agostinho et al. 2003), Leporinus octofasciatus (Duke
Energy 2008), Astyanax schubarti e Cyphocharax nagelii (Suzuki et al. 2004). Foram também
identificados os migradores de longa distancia: Piaractus mesopotamicus, Prochilodus
lineatus, Pseudoplatystoma corrusccans, Pinirampus pirinampu (Agostinho et al. 2003),
Pimelodus maculatus e Leporinus obtusidens (Suzuki et al. 2004).

Segundo Shibatta et al. (2007) a fragmentacdo dos rios, devido a construcdo de
barragens, impede que muitas espécies de peixes migratorias e reofilicas completem o
processo reprodutivo. Analisando ovos e larvas de peixes, Baumgartner et al. (2008)
observaram evidéncias de intensas atividades reprodutivas de peixes migradores em
tributarios do rio Parana. A partir disto, tais autores destacaram que a presenca de tributarios
livres de barramentos é extremamente importante para a manutencdo da diversidade
ictiofaunistica regional.

Mais da metade das espécies identificadas (60%) no presente estudo possuem habito
de deslocamento reprodutivo, indicando que os afluentes desse reservatorio estdo sendo
utilizados como rota migratéria por estas espécies sendo, portanto, fundamentais para a
manutencdo da ictiofauna da bacia a preservacdo destas areas de desova. Das 25 espécies, a
maior abundancia foi observada para Pimelodus maculatus (representando 40,30% das
capturas), o que pode estar relacionado ao seu melhor ajuste dessa em condicGes de

reservatorio em relacdo as demais espécies migradoras (Frantine-Silva et al. 2015).
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Entre as 1.497 amostras processadas em reservatorios do rio Paranapanema por Lima
(2015) e Frantine-Silva et al. (2015), ainda ndo havia sido observada a presenca de
Pseudopimelodus mangurus, espécie de rara captura e ameacada de extincdo (Abilhoa &
Duboc 2004), e que pela primeira vez foi identificada a partir da técnica de DNA barcode
entre amostras de ictioplancton. No total foram 4 ovos de P. mangurus identificadas todas
oriundas da localidade do baixo rio das Cinzas. Frantine —Silva et al. (2015) encontraram para
o mesmo local, uma outra espécie ameacada de extin¢do, Steindachneridion scriptum
(Abilhoa & Duboc 2004), e apontaram essa regido como ponto critico para conservacdo das
espécies.

Para o rio das Cinzas, vale destacar também a presenca de ovos de peixes de grande
porte, encontrados em baixa frequéncia no rio Paranapanema e de importancia comercial, tal
como o Piaractus mesopotamicus, popularmente conhecido como Pacl, e de
Pseudoplatystoma corrusccans conhecido como Pintado (Kubitza et al. 1998; Britto et al.
2003; Hilsdorf et al. 2006). Este altimo se encontra no Livro Vermelho de Fauna Ameacada
do Parana e na categoria de quase ameacada (Abilhoa & Duboc 2004). A presenca de ovos
destas espécies indica que estas estdo utilizando este afluente durante o seu ciclo reprodutivo.
Assim esse trecho apresenta importancia primordial para o reservatorio de Capivara no que
diz respeito a manutencdo destas espécies.

O rio das Cinzas apresentou uma maior rigueza em numero de espécie quando
comparado ao rio Tibagi, o que também foi observado no trabalho de Frantine-Silva et al.
(2015). Segundo Hoffmann, Orsi & Shibatta (2005), o rio das Cinzas € o ambiente mais
afastado da zona lacustre do reservatorio, sendo menos influenciado pelo barramento,
apresentando caracteristicas mais semelhantes ao ambiente original, apresentando uma maior

diversidade.
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No entanto, o rio Tibagi é o maior tributéario do reservatorio e segundo maior trecho de
diversidade, sendo apontado por varios estudos como responsavel pela manutencdo dessa
diversidade (Shibatta et al. 2002; Hoffmann, Orsi & Shibatta 2005). Este rio apresentou
espécies de curto e longo deslocamento reprodutivo, indicando que ele é uma rota alternativa
para completar seus ciclos reprodutivos. Dentre elas, foram encontrados ovos de Pinirampus
pirinampu, espécie de grande porte e longo deslocamento reprodutivo que, segundo Dias et al.
(2004) utiliza o reservatério de Capivara como local de crescimento e alimentagdo, mas
escolhe os ambientes l6ticos de seus principais afluentes como &rea de reproducdo. Além
disso, dentre os ovos analisados para o rio Tibagi, foi também observada a presenca de
Megalonema platanum, uma espécie rara na bacia do rio Parana e para a qual poucas
informacdes sobre sua biologia séo relatadas.

Ovos de especies ndo nativas para a bacia foram encontrados em ambos os tributarios,
porém em um numero relativamente baixo de amostras e espécies. Triportheus nematurus
esteve presente em ambos o0s tributarios enquanto Sorubim lima e Megaleporinus
macrocephalus foram encontrados apenas no rio das Cinzas. As trés espécies sao aloctones e,
segundo Julio Jr et al. (2009), provenientes da invasdo apds a construcdo do reservatério de
Itaipu. Embora Megaleporinus macrocephalus e Triportheus nematurus tenham se dispersado
devido a eliminacdo da barreira de Sete Quedas, essa supressdo de obstaculos nao foi o Unico
motivo da introducdo. Megaleporinus macrocephalus, foi intensamente estocada para fins de
repovoamento (Agostinho et al., 2007), com escapes registrados de tanques de aquicultura
durante a cheia dos rios (Orsi & Agostinho, 1999). Do mesmo modo, a espécie Triportheus
nematurus foi intensamente introduzida com fins de repovoamento em Vvarios reservatorios
localizados na bacia do alto rio Parana (CESP, 1996).

Os resultados do presente estudo, ao apresentar espécies migradoras, reofilicas,

ameacadas, e também ndo nativas, indicam a importancia da identificagdo dos produtos
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reprodutivos de peixes em relacdo a permanéncia das espécies em ambientes influenciados
por barramentos. Ambos os tributérios analisados no estudo apresentaram uma diversidade
consideravel de espécies, entre elas espécies de rara captura, corroborando com diversos
autores sobre a importancia da preservacdo de remanescentes l6ticos responsaveis pela
manutencdo da diversidade da ictiofauna nos reservatorios da bacia do rio Paranapanema
(Shibatta et al. 2002; Shibatta et al. 2007; Vianna & Nogueira 2008; Hoffmann, Orsi &

Shibatta 2005).

Consideracoes finais

A utilizacdo do DNA barcode para analise dos produtos reprodutivos das espécies de
peixes dos principais tributarios do reservatorio de Capivara se mostrou de extrema eficiéncia,
identificando quase todas as amostras a nivel especifico, uma vez que 100% dessas amostras
foi composta por ovos, que € um estagio de extrema dificuldade de identificacdo por
caracteres morfoldgicos.

A partir desta identificacdo, foi possivel examinar a composicdo de ovos de peixes nos
dois tributarios influenciados pelo reservatério de Capivara e constatar a sua importancia para
a manutencdo da diversidade de espécies na bacia, visto que, espécies migradoras, raras e
ameacadas de extingdo estdo utilizando estes tributarios como area de desova.

Os resultados confirmam as altas taxas de sucesso para a identificacdo de produtos
reprodutivos utilizando DNA barcode anteriormente relatadas, demonstrando a importancia
que estudos taxondmicos de ovos de peixes continuem utilizando esta técnica.

A comparagdo com as sequencias ja depositadas no banco de dados se mostrou eficaz,

contudo, o trabalho de atualizacdo de bibliotecas deve continuar a cobrir todas as espécies.
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